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A Encefalomielite Experimental Autoimune (EAE) é o modelo experimental da 
Esclerose Múltipla, a mais comum doença autoimune do sistema nervoso central que 
acomete principalmente adultos jovens. A EAE pode ser induzida em animais 
geneticamente susceptíveis pela imunização com mielina ou seus componentes, ou 
pela transferência adotiva de linfócitos T autorreativos que produzem IFN- e IL-17. O 
tratamento da EM é baseado em drogas imunomoduladores entre eles os interferons 
tipo I. Os mecanismos pelos quais os interferons tipo I modulam a EM ainda não 
estão totalmente elucidados, no entanto, sabe-se que eles diminuem a resposta de 
linfócitos T ativados e de citocinas e moléculas proinflamatórias como a osteopontina. 
Além dos linfócitos, as células dendríticas também possuem um importante papel 
como indutores da resposta efetora e tolerância imunológica. Entre estas células, as 
células dendríticas plasmocitóides (pDC) que quando ativadas são capazes de 
produzir grandes quantidades de IFN do tipo I, além de citocinas anti-inflamatórias 
como IL-10 contribuindo assim para a redução da gravidade da doença. Nessa 
proposta, é nosso objetivo estudar o efeito do tratamento com o interferon beta em 
camundongos com a EAE sobre a função das células dendríticas plasmocitóides. 
Fomos capazes de mostrar que a administração in vivo do IFN-β reduz de forma 
significativa a gravidade da EAE. A redução da gravidade da doença é acompanhada 
de aumento dos linfócitos T reguladores e citocinas anti-inflamatórias. Foi possível 





dendríticas plasmocitóides. Essa molécula está relacionada à regulação negativa da 
resposta imune e pode justificar o aumento de linfócitos reguladores após a co-cultura 
com as pDCs. A ativação de moléculas imunossupressoras na membrana das pDCs é 
um novo mecanismo descrito que explica, pelo menos em parte, o efeito benéfico do 







Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) is an experimental 
model of multiple sclerosis (MS). MS is the most common autoimmune disease in 
the central nervous system that affects mostly young adults. EAE can be induced in 
genetically susceptible animals by immunization with myelin or its components or 
by adoptive transfer of autoreactive T cells that produce IFN-γ and IL 17. The 
treatment of MS is based immunomodulatory drugs, including type I interferons. 
The mechanism by which type I interferons modulate the MS are not yet 
completely understood, however, they are known to decrease the response of 
activated T lymphocytes and cytokines and proinflammatory molecules such as 
osteopontin. Besides lymphocytes, dendritic cells also play an important role as 
inducers of the effector immune response and tolerance. Among these cells, 
activated plasmacytoid dendritic cells (pDCs) are capable of producing large 
amounts of IFN type I, thus reducing the severity of the disease. In this proposal, it 
is our aim to study the effect of treatment with IFNβ on the tolerogenic function of 
plasmacytoid dendritic cells in mice with EAE. We were able to demonstrate that in 
vivo administration of IFN-β significantly reduces the severity of EAE. The 
reduction of the severity of the disease is accompanied by increased regulatory T-
lymphocytes and anti-inflammatory cytokines. It was also observed increased 





molecule is related to negative regulation of immune responses and may explain 
the increased of in vitro regulatory T lymphocytes after cocultivation with pDCs. In 
summary, the activation of immunosuppressive molecules in the membrane of 
pDCs is a new mechanism described to explain, at least in part, the beneficial effect 
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A verdadeira viagem de descobrimento não 
consiste em procurar novas paisagens, 
mas em ter novos olhos.  
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A primeira descrição da Esclerose múltipla (EM) resulta do trabalho do 
neurologista Jean Martin Charcot, no final do século XIX.  Curiosamente, a 
empregada de Charcot desenvolveu EM, fato que contribuiu para o interesse do 
especialista no estudo da doença (1). 
Charcot apresentou três casos na Société Médicale des Hôpitaux com 
esclerose em placas em 1866 e suas hipóteses surgiram com a observação da 
aparência clínica de sua empregada doméstica que se pensava ter doença de 
Parkinson. Ele fez correlações clinico-patológicas, enfatizou a frequência, especulou 
na patofisiologia e indicou a necessidade de um tratamento efetivo. Outros autores 
também contribuíram na representação patológica da doença através de casos, 
detalhes clínicos como Carswell e Frerichs (1). 
Com o surgimento da Sociedade de Esclerose Múltipla fundada por Sylvia 
Lawry, em reconhecimento da necessidade de ajuda aos pacientes e familiares, o 
processo de renomear a doença foi visto como necessário e assim o nome Esclerose 
Múltipla foi consolidado em 1955 com a publicação da monografia Multiple Sclerosis 
escrita por Douglas McAlpine, Nigel Compston e Charles Lumsden (1). 
A Esclerose Múltipla (EM) é considerada uma doença mediada por células T 
autoimunes específicos para bainha de mielina, que iniciam uma resposta 
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inflamatória no sistema nervoso central, provocando uma desmielinização primária 
com degeneração axonal secundária (2). Embora seja uma doença predominante da 
substância branca, as lesões podem ocorrer em todo o parênquima do SNC, 
incluindo a substância cinzenta.  
É a principal causa da deficiência/incapacidade neurológica não traumática 
em jovens adultos na América do Norte e Europa, onde afeta mais de 2,5 milhões de 
indivíduos, principalmente do sexo feminino (3). Possui dois aspectos importantes: 
o curso da doença é variável entre os pacientes e o processo clínico é silencioso. 
Devido ao fato dos indivíduos possuírem entre 20 a 30 anos de idade, a incerteza da 
progressão da doença pode influenciar sua personalidade e suas decisões 
profissionais (4). 
A EM tem importância sócio econômica, uma vez que afeta adultos jovens 
(20-40 anos), na fase mais produtiva da vida. O Brasil é carente em estudos 
epidemiológicos sobre a EM. Os únicos dois estudos foram feitos na cidade de São 
Paulo no final nos anos 90 e início de 2000 e mostraram a incidência de 15/100.000 
habitantes (2). No entanto, estudos mais atualizados são necessários. 
A etiologia da doença ainda é incerta, mas estudos demonstram que a EM 
desenvolve-se em indivíduos geneticamente susceptíveis e provavelmente 
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componentes ambientais, como as infecções e deficiência de vitamina, contribuam 
para o desenvolvimento da doença. 
A doença leva a déficit de sensação e motor, autonomia, e função cognitiva 
(2). Muitas substâncias produzidas pela atividade imune e células glias presentes no 
microambiente inflamatório podem comprometer o axônio, como enzimas 
proteolíticas, citocinas, produtos oxidativos e radicais livres (6). 
Em 85% dos pacientes a doença inicia-se com a forma de surto-remissão (RR-
EM). A deficiência reversível da RR-EM é causada pelas áreas de desmielinização 
inflamatória no qual a mielina e células formadoras de mielina (oligodendrócitos) e 
axônios são destruídos. A inflamação é provocada principalmente pelos linfócitos e 
monócitos. Estas células imunes entram no cérebro e destroem a barreira 
hematoencefálica, a qual se torna comprometida. Quando o início da deficiência 
neurológica é rápida, a disfunção axonal provavelmente resulta da condução neural 
bloqueada pelos nervos de Ranvier (causada pelo edema e influxo dos componentes 
do soro). Surtos usualmente duram não mais de 3 meses e os pacientes recuperam a 
função neurológica. A resolução da inflamação e edema, a reorganização dos canais 
de Na+ axonais nos axônios desmielinizados e a remielinização ajuda a restaurar a 
condução do axônio e contribui para a remissão/recuperação. As taxas de surto 
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variam de paciente para paciente. Em média ocorre de um ou dois episódios por ano 
e a forma de RR-EM pode durar anos ou décadas (4). 
Cerca de 8-20 anos depois, a maioria dos pacientes com RR-EM entram na 
segunda fase da doença caracterizada pelo contínuo declínio neurológico irreversível 
sem surtos, a fase secundária progressiva (SP-EM). Essa transição ocorre devido ao 
SNC não conseguir compensar a perda neuronal (7), e é caracterizada por uma 
diminuição na inflamação e atrofia cerebral. Somente 15% dos pacientes iniciam a 
doença no curso progressivo primário (PPMS), no qual os surtos são raros ou 
inexistentes (8). 
Muito do conhecimento adquirido sobre os mecanismos imunológicos da EM 
se devem às pesquisas realizadas no modelo experimental, a Encefalomielite 
Experimental autoimune (EAE). O estudo da EAE teve início na segunda década do 
século XX, na tentativa de se entender a encefalomielite que surgia após a vacinação 
contra raiva. Koritschoner e Shweinburg inocularam tecido neural humanos em 
ratos causando inflamação na medula óssea (9).  Em 1930, Rivers e colaboradores 
reproduziram complicações encefálicas com imunizações sucessivas de tecido do 
sistema nervoso central (SNC) em macacos Rhesus. A partir daí, a EAE foi estudada 
em várias espécies, e esses estudos deixaram claro que a EAE reproduz muitos dos 
aspectos clínicos, neuropatológicos e imunológicos da EM (10). 
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Apesar das diversas similaridades da EAE com a EM, existem diferenças 
importantes entre elas. Uma delas é a espontaneidade do aparecimento da EM, 
enquanto que no modelo experimental é necessário a indução por sensibilização de 
antígenos do SNC em conjunto com adjuvantes para provocar a doença. Outro 
aspecto importante é a homogeneidade genética dos animais, que se diferencia da 
heterogeneidade encontrada nos pacientes de EM. Apesar dessas limitações, a EAE 
contribuiu para o entendimento da patogênese da EM, e para o desenvolvimento de 
novas terapias (11). 
A EAE pode ser induzida em animais geneticamente susceptíveis tanto de 
forma ativa como passiva. A forma ativa da EAE é induzida através da imunização 
com diferentes antígenos do SNC como a proteína básica de mielina (MBP), proteína 
proteolipídica de mielina (PLP), glicoproteína associada à mielina (MAG) e 
glicoproteína de oligodendrócito de mielina (MOG) em adjuvante completo de 
Freund (12) e na presença de Micobacterium tuberculosis e toxina pertussis, que 
propiciarão a resposta inflamatória. A forma passiva é feita através da transferência 
adotiva de linfócitos T CD4+ encefalitogênicos gerados em animais imunizados pela 
forma ativa. Dependendo do animal utilizado, a doença se apresenta de forma aguda 
monofásica, crônica com surtos e remissões ou até uma forma progressiva. Os ratos 
Lewis desenvolvem a forma aguda e monofásica da doença, enquanto os 
camundongos desenvolvem preferencialmente a forma crônica.  
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A EAE resulta de um complexo conjunto de reações de do sistema imune. A 
fase efetora da doença compreende na migração de linfócitos T CD4+ específicos para 
componentes da mielina, para o SNC após a quebra da barreira hematoencefálica 
(BHE). As células mononucleares através de moléculas efetoras solúveis como 
interferon γ (IFN-γ), linfotoxina (Lt), fator de necrose tumoral (TNF), enzimas 
proteolíticas e radicais de oxigênio e óxido nítrico (NO) atacam a mielina, sendo 
também responsáveis pelo dano axonal (13, 14). 
Inicialmente pensava-se que a EAE fosse uma doença mediada unicamente 
por linfócitos Th1, produtores de IFN-γ, IL-2 e linfotoxinas. O efeito danoso do IFN-
γ no processo de desmielinização foi confirmado com descrição da IL-12, uma 
citocina indutora de IFN-γ que também está aumentada na EM (15). No entanto, a 
observação que animais geneticamente deficientes para IFN-γ ou receptor para IFN-
γ desenvolvia EAE normalmente (16-18) sugeriu a existência de uma outra 
subpopulação de linfócitos efetores nesse modelo. Estudos posteriores indicaram o 
papel importante de células T produtoras de IL-17 no desenvolvimento da EAE, 
conhecidas como Th17, uma linhagem distinta das células de fenótipos Th1 e Th2. 
As Th17 são células cuja diferenciação é regulada por uma complexa rede de 
citocinas. Uma delas é a IL-23 que atua na expansão e manutenção da população 
desses linfócitos contribuindo para o aumento da gravidade da EAE (19, 20). A 
citocina TGF-β na presença de IL-6 induzem a expressão de (RoR)γt e promovem a 
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diferenciação das células Th17 (19, 21). O fator de transcrição (RoR)γt identificado 
como receptor nuclear órfão, induz o desenvolvimento de Th17 e a deficiência de 
expressão desse fator resultou na depleção de células Th17 reativas para mielina e 
subsequentemente reduziu o desenvolvimento da EAE (22). Entretanto, os 
mecanismos pelo qual (RoR)γt dirige o desenvolvimento de Th17 não está 
totalmente elucidado. 
Outras citocinas incluindo a IL-1, IL-13, IL-18, IL-22 e TNF-α, também 
participam da diferenciação e expansão da Th17 (20). Por outro lado, alguns estudos 
demonstraram que citocinas como a IL-4, IFN-γ e IFN-α inibem a expansão das Th17 
mediadas pela IL-23 (23).  A IL-27, membro da família IL-12/IL-23, também foi 
descrita como um potente regulador negativo da diferenciação da Th17. Trabalho 
recente mostra que a IL-27 inibe a diferenciação da Th17 e a ausência de expressão 
da IL-27 aumenta a diferenciação e infiltração das células T produtoras de IL-17 nos 
tecidos do SNC, contribuindo para a exacerbação da EAE (24). O aumento da síntese 
de IL-17 foi demonstrado em pacientes portadores de EM (25). Estudo em 
andamento em nosso laboratório mostrou que o tratamento com IFN-β reduziu de 
forma significativa os níveis de IL-17 produzidos pelos pacientes com EM (26).  
Além das citocinas classicamente descritas como pró-inflamatórias, outra 
molécula, a osteopontina (Opn), tem sido associada com o aumento da resposta 
inflamatória. A Opn está associada com a patogênese da Esclerose Múltipla e da EAE 
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pela indução da produção de citocinas pró inflamatórias produzidas por Th1 e Th17, 
como IL-12, IFN-γ e IL-17 e diminuição de IL-10 (27) e forkhead box O3A (FOXO3A), 
fator que induz a apoptose (28). Devido aos padrões arginina-glicina-aspartato, a 
OPN tem a capacidade de se ligar aos linfócitos que expressam a integrina α4β1. 
Esses linfócitos atravessam a BHE e possivelmente são ativados pela Opn, sendo 
mais um dos mecanismos responsáveis pela piora clínica da EM (27). Steinman e 
colaboradores (29) identificaram acúmulo da proteína de OPN em lesões 
inflamatórias perivasculares no SNC de pacientes com EM. Resultados similares 
foram demonstrados por Hur e colaboradores (28) que demonstraram que a 
administração exógena de Opn na EAE resultou na exacerbação e progressão da 
doença. Ainda, foi demonstrado que a administração in vitro de IFN-β em células de 
4 pacientes com EM, reduz a produção de OPN e IL-17 (30). 
No modelo de EAE induzida em ratos Lewis, após a fase efetora os animais 
recuperam completamente. Essa recuperação foi atribuída ao aumento da ativação 
das células T reguladoras e/ou das citocinas anti-inflamatórias (31). O estudo de 
células reguladoras nas doenças autoimunes despertou grande interesse nas últimas 
décadas. As células reguladoras exercem papel importante na manutenção da 
tolerância central e periférica aos antígenos próprios, assim como atuam na proteção 
contra uma resposta exacerbada aos antígenos externos (31).  
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O conceito de células T supressoras da resposta imune foi introduzido no 
começo dos anos 70 (33). No entanto, sempre houve dificuldade na identificação de 
marcadores para essa população celular. Estas células atuam intermediando a 
imunidade inata e adaptativa e podem ser classificadas como naturais (nTreg) ou 
induzidas (iTreg), de acordo com os marcadores celulares e o perfil de citocina 
produzido (34). Praticamente todas são produzidas no timo (35, 36), portanto 
exercem uma função supressora antes do encontro com o antígeno. Essas células 
suprimem a ativação, proliferação e função efetora de várias células como CD4+, 
CD8+, NK, células B e DCs (37). 
 As células nTreg são conhecidas por expressarem CD4+CD25+ e foram 
descobertas em 1995 por Sakaguchi e colaboradores que descreveram a existência 
desta população celular com potente atividade imunoreguladora (38). A molécula 
CD25 foi encontrada como marcador útil para diferenciar as células T com uma 
atividade reguladora das células-reativas capazes de mediar doenças autoimunes.  
Há evidências que esta molécula é essencial para a manutenção do sistema imune, 
por ser receptora de IL-2 (39). Foi demonstrada que a deficiência em IL-2, IL-2a 
(CD25) e IL-2b (CD122) produz uma doença inflamatória linfoproliferativa fatal com 
componentes autoimunes, geralmente conhecida como síndrome de deficiência de 
IL-2 (40).  
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As células T reguladoras naturais também mostraram expressão do fator de 
transcrição forkhead Box 3 (Foxp3), avançando o estudo sobre as células 
reguladoras, uma vez que esse fator foi associado ao desenvolvimento e função das 
T reguladoras (41). O Foxp3 foi identificado como um gene defeituoso no 
camundongo Scurfy, um fenótipo mutante recessivo ligado ao X com letalidade em 
machos homozigotos dentro de um mês após o nascimento. Esses animais exibem 
hiperatividade de células T CD4+ e grande produção de citocinas pro-inflamatória 
(42). Um defeito genético ou induzido nesta molécula, inativando o gene ou 
produzindo uma proteína anormal, bloqueia o desenvolvimento das Treg ou produz 
Treg disfuncionais, levando à exacerbada ativação de linfócitos T específicos para os 
antígenos próprios, bactérias comensais no intestino, ou substâncias ambientais 
inócuas (39). O Foxp3 demonstrou controlar o desenvolvimento e função das Tregs 
(41). 
Existem também as células conhecidas como Tr1, que diferente das nTregs, 
são caracterizadas por não expressarem CD25, embora possam expressar em baixas 
quantidades quando ativadas, e não apresentarem a expressão de Foxp3 (43). São 
funcionalmente definidas pela secreção de grandes quantidades de IL-10 e baixos 
níveis de IFN-γ, IL-2 e IL-4 (44). Em muitos casos, as células Tr1 parecem surgir 
pela repetida estimulação antigênica. Estudos mostraram que a geração de células 
produtoras de IL-10 acontecia pela repetida estimulação in vitro de APCs com 
  Introdução 
11 
 
antígenos tumorais (45) ou in vivo, com super antígenos (46). Apesar da IL-10 se 
mostrar indispensável para a indução de Tr1, sua diferenciação necessita da presença 
de APCs in vitro (47), além de outros citocinas como IFN-α (47) ou moléculas 
inibitórias ou co-estimulatórias como ICOS-1 (48) e CD46 (49). Entretanto, são 
necessários maiores estudos para elucidar se a indução de Tr1 necessita de APCs ou 
pode ocorrer quando ativada na presença de IL-10 ou outras citocinas presentes no 
microambiente. 
Considerando o papel central de células Treg e IL-10 em respostas imunes 
reguladoras, postulou-se que pacientes com EM poderiam ter defeitos nessas células, 
incluindo Tr1. Pesquisadores demonstraram que células Tr1 de pacientes com EM 
secretavam menos IL-10 comparado com indivíduos saudáveis (50). 
Os mecanismos pelos quais as células T reguladoras suprimem a resposta 
imunológica ainda estão sendo estudados. Essas células podem atuar tanto através 
do contato célula-célula, como pela liberação de citocinas com efeito anti-
inflamatório (38). A contribuição do contato célula-célula na imunossupressão 
causada pelas células T reguladoras foi demonstrada em cultura de células, no qual 
as células reguladoras não eram capazes de inibir a resposta proliferativa de 
linfócitos quando foram separadas por membranas semipermeáveis (51). As células 
reguladoras podem ainda lisar os linfócitos respondedores por mecanismos 
dependentes de granzimas e/ou perforinas (42). O contato célula/célula depende da 
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expressão de CTLA4/ CD152 nas células T reguladoras, que se ligam às moléculas 
CD80 e CD86 (39). 
Com relação aos fatores solúveis, as citocinas anti-inflamatórias como a IL-10 
e TGF-β estão envolvidas nos mecanismos imunossupressores causados pelas 
células reguladoras. O TGF-β atua como mediador da supressão através da forma 
expressa na membrana (52) e está envolvido no controle dos processos de 
desmielinização. Essa citocina pode condicionar as células respondedoras a se 
tornarem sensíveis a supressão, além de manterem a expressão do Foxp3 e da 
atividade supressiva. O TGF-β também pode contribuir para a diferenciação de 
outras células em células semelhantes às reguladoras (tolerância infecciosa) (53-56). 
O aumento da produção de TGF-β no SNC foi observado na fase de recuperação da 
EAE (17) e recentemente, foi descrita a atuação do TGF-β na ativação de células T 
reguladoras com consequente redução da gravidade da EAE (57). 
A IL-10 possui ação imunossupressora e vários trabalhos mostraram o 
importante papel no controle da EAE através do seu efeito imunoregulador (58). 
Estudos demonstraram que animais deficientes para IL-10 não entram na fase de 
recuperação quando a doença é induzida (59) e a citocina possui expressão 
aumentada no SNC na fase de recuperação (60). A administração exógena de IL-10 
também induziu significativa redução da gravidade da doença (61).  
  Introdução 
13 
 
As células reguladoras estão diretamente envolvidas no controle das células 
encefalitogênicas e consequentemente na recuperação da EAE (38). Células 
reguladoras que expressam o fator de transcrição Foxp3 apresentam uma função 
dominante na supressão imune ativa e na manutenção da homeostase na EAE (57). 
Deficiência das células T reguladoras foi demonstrada em pacientes com EM (62) 
enfatizando a importância dessa população celular no controle dos processos 
autoimunes. O aumento de citocinas com efeito anti-inflamatório na fase de 
remissão da doença também foi descrito em nosso laboratório (63).  
Durante a resposta inflamatória, além da produção de IFN-γ, ocorre também 
a produção de IFN do tipo I, uma classe de citocinas que são produzidas por uma 
variedade de células e estão em relacionadas com a resposta imune natural a 
infecções virais. Os interferons foram descobertos em 1957 e o termo “interferon” 
surgiu pela capacidade de “interferir” na infecção viral em cultura celular (64).  
Os interferons incluem duas classes principais: tipo I e tipo II. Os principais 
do IFN tipo I são IFN-α, IFN-β, IFN-κ, IFN-ε e IFN-ω e todos se ligam a receptores 
de IFN (IFNAR) (65). A ligação dos IFN com seus receptores, desencadeia a 
processos que inibem a proliferação viral através de diferentes mecanismos, como 
inibição da replicação viral pela degradação de RNA (66), pela diminuição da síntese 
proteica (67) ou indução de apoptose de células infectadas (68). O IFN tipo I liga a 
imunidade inata e a adaptativa por induzir a diferenciação, maturação e ativação de 
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células dendríticas mielóides que promovem a imunidade antiviral provocada pela 
célula T (69, 70), além de ativar as funções antivirais de células NK (71) e células B 
(72). 
Os interferons do tipo I, principalmente, o IFN-β, estão associados em 
direcionar o desenvolvimento de doenças autoimunes como no Lúpus sistêmico 
eritematoso (SLE), porém na EM, o IFN-β possui efeito imunomodulador e é 
amplamente utilizado como tratamento em pacientes portadores da forma 
surto/remissão da EM (73, 74). 
Os estudos com IFN como tratamento para a Esclerose Múltipla originaram-
se pelos níveis reduzidos de IFN-α e IFN-β liberados pelas células imunes nos 
pacientes com EM em resposta à infecção viral (75). O IFN-β demonstrou ser eficaz 
pela diminuição da expressão de TNF-α, um indutor de moléculas de adesão 
endotelial e quimiocinas que desempenham um papel no recrutamento de linfócitos 
autoreativos no SNC (64). Trabalhos realizados em nosso laboratório mostraram 
significativa redução da resposta proliferativa dos linfócitos T auto-reativos e 
expressão moléculas co-estimuladoras (76) além de polarizar a resposta de citocinas 
para o subtipo Th2/Th3 (64) nos pacientes em tratamento com o IFN-β.  
Apesar de todas as células serem produtoras de IFN-β, no sistema imune as 
células que produzem maior quantidade de IFN do tipo I são as células dendríticas 
plasmocitóides (pDCs).  
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As pDCs foram descritas pela primeira vez em 1958 por Lennert e Remmele 
(77) que descreveram um tipo celular com morfologia plasmocitóide localizado em 
área de célula T em tecidos linfóides humanos, ficando conhecida como “célula T 
plasmocitóide” devido à expressão de CD4+ (78). Outros pesquisadores 
identificaram também um subtipo específico de leucócito humano responsável por 
uma alta produção de IFN (79). Mais tarde, Facchetti e colaboradores (80) 
encontraram células T plasmocitóides expressando marcadores de monócitos 
mielóides, mas não expressando antígenos associados aos linfócitos T e B, sugerindo 
o uso do termo “monócitos plasmocitóides”. Em 1997, Grouard e colaboradores (81) 
conseguiram isolar células T plasmocitóides de tonsilas humanas e demonstraram 
que estas células se diferenciavam em células dendríticas na presença de IL-3 ou IL-
3 mais CD40L, designando-as como precursores de células dendríticas (pré DC2). 
Finalmente em 1999, os autores demonstraram que as pré-DC2, e as células 
produtoras naturais de IFN eram as mesmas células (82, 83). Portanto, estas células 
ficaram conhecidas como células dendríticas plasmocitóides (pDCs). 
As pDCs são células raras (0,3 – 0,5%) do sangue periférico humano e órgãos 
linfóides murino e são derivadas de células progenitoras comuns às células 
dendríticas (DCs) (84). Se desenvolvem na medula e residem nos órgãos linfoides 
secundários. Durante o processo inflamatório ou infeccioso, as pDCs migram e se 
acumulam nos tecidos inflamados (85). As pDCS apresentam baixa expressão de 
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MHC de classe I e II e moléculas co-estimulatórias, CD86 e níveis não detectáveis de 
CD80 e CD40 (86, 87), sendo assim, são pobres indutoras de proliferação das células 
T.  
Apresentam o antígeno de forma deficiente, pois não capturam, processam ou 
ligam o peptídeo às moléculas de MHC de forma tão eficiente como as células 
dendríticas mielóides. No entanto, quando ativadas, expressam as moléculas de 
MHC e as co-estimulatórias aumentando a capacidade de ativar os linfócitos T, 
principalmente os linfócitos T CD8+ e CD4+ específicos para os antígenos endógenos 
e virais (88). 
A produção de IFN tipo I ocorre pelo reconhecimento dos produtos virais e 
bacterianos pelos receptores tipo Toll (TLR), principalmente TLR7, que reconhece 
RNA viral e TLR9 que reconhece DNA viral e CpG oligodeoxinucleotídeo (CpG-
ODN) (88). Além dos IFNs, as pDCs também são capazes de secretar IL-12, IL-6, 
TNF-α e quimiocinas inflamatórias, influenciando respostas inatas e adaptativas. 
IFN tipo I e IL-12 promovem sobrevivência e geração de células T de memória (89), 
polarização para Th1 (90), atividade citolítica de células CD8+ e produção de IFN-γ 
(91). Pela produção de IL-6 e IFN tipo I, as pDCs podem induzir a diferenciação de 
células B em células plasmocitóides (72). 
Não está claro se as pDCs desempenham papel predominantemente 
patogênico ou protetor na EM. A função ambivalente das pDCs pode ser observada 
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na EAE. Foi sugerido que as pDCs facilitariam a apresentação de MOG para células 
Th17 (92), no entanto sua depleção com anticorpo mPDCA-1 durante a imunização 
com MOG resultou na redução de células Th17 no baço e menor gravidade dos sinais 
clínicos e histopatológicos da EAE (92, 93). Estudos também identificaram que na 
EAE, a interação das pDCs com células T CD4+ através de MHC classe II promove a 
expansão seletiva de células T reguladoras naturais, diminuindo a resposta de célula 
T autoimune (94). 
O tratamento com IFN-β nos pacientes com EM demonstrou corrigir a 
expressão de genes anormais presentes nas pDCs (95), indicando um dos possíveis 
mecanismos benéficos do tratamento e ação sobre as pDCs, podendo assim induzir 
à função tolerogênica destas células.  
As pDCs também possuem plasticidade funcional em termos de induzir 
diferentes subtipos de células T reguladora. Foi demonstrado que as pDCs 
apresentam a propriedade de induzir a diferenciação de células T reguladoras 
produtoras de IL-10 tanto em humanos (86) como em animais (96). Estudo prévio 
demonstrou que células dendríticas plasmocitóides humanas quando ativadas por 
CpG-ODN induzem a diferenciação de células reguladoras CD4+CD25+ in vitro (86). 
Em trabalho do nosso laboratório mostramos que a administração in vivo de CpG-
ODN reduz de forma significativa a gravidade da EAE. Essa redução da gravidade da 
doença foi acompanhada de redução da resposta proliferativa de linfócitos auto-
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reativos aos neuroantígenos, aumento das citocinas com efeito anti-inflamatório 
como a IL-10 (97). Estudando os pacientes com EM, estamos observando que as 
células dendríticas plasmocitóides isoladas do sangue periférico apresentam 
deficiência em ativar linfócitos T CD4+ produtores de IL-10 (98). Observamos 
também, aumento significativo de células dendríticas plasmocitóides no líquido 
cefalorraquiano de pacientes com EM na fase de exacerbação da doença (99).  
A indução de células T reguladoras pelas pDCs está associada à expressão da 
enzima Indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO), relacionada com a degradação do 
aminoácido essencial o triptofano (100). Não se sabe ao certo os mecanismos de ação 
da IDO, porém acredita-se que os metabólitos gerados do catabolismo do triptofano 
poderiam atuar em suprimir células imune por induzir efeitos pro-apoptótico, 
estabelecendo uma regulação no microambiente que afeta células T CD4+, CD8+, 
podendo levar a geração de células Treg (101). A expressão do IDO é induzida por 
citocinas pró-inflamatórias como o IFN-γ e em menor escala pelos IFN tipo I (102-
104). 
As pDCs poderiam também estar envolvidas com o aumento de expressão de 
moléculas de MHC classe I induzido pela expressão de IFN tipo I, podendo ser 
benéfico, pois existem subtipos de MHC classe I com função tolerogênica, como é o 
caso da molécula não clássica HLA-G.  
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 A molécula de HLA-G foi descoberta no final da década de 80 por Redman 
(105), que descreveu um novo grupo de gene de HLA, inicialmente descrita sendo 
expressa em células citotrofoblásticas na interface materno-fetal como uma 
molécula tolerogênica. 
Esse grupo foi caracterizado como gene não clássico de HLA da classe Ib, que 
ficou dividido em três classes: HLA-E, -F e –G. Estas moléculas compartilham 
algumas características com os antígenos da classe Ia, como a estrutura gênica (106). 
Porém diferem das outras moléculas da classe I por terem menor polimorfismo, 
distribuição tecidual restrita, padrão de expressão de 7 isoformas geradas por 
splicing alternativo e propriedades biológicas que levam a tolerância (107). Das sete 
isoformas geradas quatro isoformas que permanecem na membrana (HLA-G1 a 
HLA-G4) e três isoformas solúveis (HLA-G5 a –G7) (108).   
O efeito tolerogênico desta molécula ocorre pela ligação das isoformas de 
membrana com receptores inibitórios presentes nas células NK, linfócitos T e APCs, 
os ILT-2, ILT-4 e KIR2DL4 (109). Enquanto as isoformas solúveis induzem apoptose 
em células NK e CD8+ pela ligação com Fas/FasL inibindo a atividade citotóxica 
(110).  
Estudos demonstraram que em indivíduos saudáveis, o nível basal da 
proteína de HLA-G é restrito a trofoblastos, timo, córnea, pâncreas e precursores 
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eritróides e endoteliais, porém pode ser encontrada depois de transplante de órgãos, 
tumores, infecção viral e doenças inflamatórias e autoimunes (111).  
Há evidências que moléculas HLA classe Ib podem ter importante papel na 
supressão da resposta imune e contribui para o escape imune ou tolerância (111, 112), 
por exemplo através da indução da citólise mediada por célula T, bem como a 
proliferação de linfócitos CD4+ alogênicos (113, 114), além de modular a secreção de 
citocinas para um perfil Th2 (115). 
Foi descrito na literatura que paciente com Esclerose Múltipla possui 
aumento da expressão de HLA-G em macrófagos e micróglia ativada provocando 
uma regulação via feedback negativo da atividade pró-inflamatória de células T. A 
imunossupressão local devido a HLA-G possivelmente afeta a atividade da doença e 
progressão. Em paciente com EM de forma surto-remissão, ocorre uma diminuição 
da expressão de HLA-G em monócitos em relação a indivíduos saudáveis (116). A 
expressão de HLA-G por monócitos na EM poderia ser aumentada por IFN-β (117). 
O efeito benéfico da terapia com IFN-β poderia ser devido a restauração da expressão 
de HLA-G por monócitos que são assim capazes de exercer função tolerogênica 
nestes pacientes. 
Devido à carência de estudos envolvendo a ação do tratamento com Interferon 
beta sobre as células dendríticas plasmocitóides e por estas células representarem 
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papéis duplos sobre a patogenicidade da EAE, neste estudo, avaliamos o efeito da 














Neste estudo, avaliamos o efeito da administração exógena de IFN-β sobre a 
função tolerogênica das pDCs na EAE. 
 
Objetivos específicos: 
1. Analisamos o efeito do tratamento com o IFN-β sobre a evolução clínica da EAE 
induzida em camundongos e estudar a resposta em citocinas pro e anti-
inflamatórias 
2. Estudar o efeito do IFN-β sobre as células T reguladores (CD4+Foxp3+) 
3. Quantificar por citometria células dendríticas plasmocitóides em camundongos 
tratados e não tratados e analisar o efeito do tratamento sobre as citocinas 
produzida por estas células. 
4. Quantificar a expressão de moléculas imunomoduladoras nas células dendríticas 
plasmocitóides. 
5. Estudar o efeito na função tolerogência das células dendríticas plasmocitóides 
na indução de células T reguladoras. 
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Materiais e Métodos 
ANIMAIS 
Camundongos C57BL-6, de 6 a 8 semanas, fêmeas, obtidos do Jackson 
Laboratory (BarHarbor, Maine, USA) e estabelecidos como colônia Centro 
Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área da Ciência em Animais de 
Laboratório da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) 
(CEMIB/UNICAMP), onde foram abrigados em condições livres de patógenos. 
Durante a fase de experimentação, os animais foram mantidos no biotério de 
manutenção do departamento de Genética, Evolução e Bioagentes, do Instituto de 
Biologia da UNICAMP, também em condições livres de patógenos. Os animais 
tiveram acesso ad libitum a água e ração específica para roedores durante todo o 
período. Foram confinados a uma temperatura entre 21º e 23ºC e a um ciclo de 12 
horas com luz e 12 horas no escuro. Os animais tinham idade adequada para os 
experimentos e foram randomicamente distribuídos entre os grupos tratados e 
controles. Todos os procedimentos foram feitos de acordo com as regras e instruções 
propostas pelo Conselho brasileiro de uso de animais e aprovado pelo Comitê de 
ética de experimentação animal da universidade (CEUA/UNICAMP 3294-1). 
Os experimentos foram divididos em 2 grupos, sendo um controle e outro 
tratado, ambos com 5 animais. Cada experimento foi repetido 3 vezes de forma 
independente. 





A EAE foi induzida com o peptídeo de glicoproteína de mielina de 
oligodendrótico (MOG) 35-55. O MOG 35-55 (fornecido por Genemed Synthesis, Tx, 
USA) apresenta a seguinte sequência de aminoácidos: 
MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK. 
 
INDUÇÃO DE EAE 
Cada animal recebeu 100μg do peptídeo de MOG35-55 em 100μl de PBS, em 
emulsão com igual volume de Adjuvante Completo de Freund (Sigma, St.Louis, MO, 
USA) enriquecido com 300μg de Mycobacterium tuberculosis H37RA (Difco, 
Detroit, MI, USA). A emulsão foi inoculada na região axilar via subcutânea. Em 
adição, 200ng de toxina pertussis (List laboratories, U.K.) foi dado em 0,1ml de PBS 
pela via intraperitonial no mesmo dia e 2 dias após a imunização. 
 
TRATAMENTO 
O tratamento foi administrado em 3 doses. A primeira no 3º dia, a segunda 
no 6º dia e a última no 9ºdia após a imunização. Cada dose continha 10.000UI de 
IFN-β (REBIF – Merck/Serono), totalizando 30.000 UI por animal em volume final 
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de 100μl/animal/dose, injetadas via intraperitoneal. O grupo controle recebeu igual 
volume de PBS estéril. 
 
EVOLUÇÃO CLÍNICA DA EAE 
Os camundongos foram observados diariamente, a partir do décimo dia após 
a imunização, para avaliar os sinais clínicos da EAE. Atribuiu-se graus clínicos a cada 
animal do grupo (n=15). O desenvolvimento da EAE com fase aguda caracteriza-se 
por perda de peso e ascensão progressiva de paralisia, seguida por períodos de 
remissão e subsequentes surtos ou doença crônica. Os sintomas clínicos foram 
graduados da seguinte forma: grau 0 = não doente; grau 1 = perda do tônus da cauda; 
grau 2 = paralisação dos membros inferiores; grau 3= enfraquecimento da 
musculatura da bacia e severa perda de peso; grau 4 = completa paralisia dos 
membros superiores; grau 5 = morte. A média do score clínico foi definida pela 
média de todos os graus no grupo (incluindo os animais sem sintomas) num dado 
ponto de tempo. As observações se seguiram por 30 dias. 
 
OBTENÇÃO DAS CÉLULAS DE LINFONODO 
Linfonodos axiais foram removidos assepticamente e suspensões de células 
foram preparadas usando-se um filtro de 40mm. Após a primeira centrifugação, o 
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botão celular foi tratado com tampão de lise para eliminação das hemácias. As 
células foram lavadas 3 vezes em solução balanceada de Hank’s e ressuspendidas em 
meio RPMI1640, enriquecido com Soro Fetal Bovino (CULTLAB–SP –BRASIL) a 5% 
e gentamicina (4,25mg/L). Para determinação da viabilidade celular, utilizou-se o 
método de exclusão com Azul de Trypan. 
 
CITOMETRIA DE FLUXO  
Um milhão de células por amostra foram pré-incubadas com 2μL anticorpos 
(BD Biosciences, USA) contendo fluorocromos (CD4-PE, HLA-G-FITC, pDC-APC) 
por 30min em PBS 1% de SBF. Após a incubação, as células foram lavadas com PBS. 
Quando necessária marcação intracelular utilizou-se tampão de permeabilização 
(PBS 1% de soro autólogo, 0,01% de Tween-20) por 18 horas, utilizando anticorpo 
(BD Biosciences, USA) com fluorocromo (Foxp3-APC). A aquisição foi feita em 
citômetro de fluxo Gallios® (BECKMAN COULTER). As análises foram feitas 
usando software KALUZA®.  
 
REAL TIME PCR  
As amostras de linfonodo foram colocadas em TRIZOL (INVITROGEN) e 
congeladas para posterior extração do mRNA. O mRNA extraído de todas as 
amostras foi convertido a cDNA usando-se o kit de conversão High Capacity cDNA 
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(APPLIED BIOSYSTEMS), de acordo com as instruções do fabricante. Os cDNAs 
foram colocados junto a conjuntos de primers e transcritas por Taqman 
(Osteopontina, IL-17A, IL-27, IFN-γ, STAT-1, (RoR)γt, T-bet, IL-10, TGF-β, Foxp3) 
e Syber Green (IL-10 S (TGC CAA GCC TTA TCG GAA ATG), IL-10 AS (AAA TCG 
ATG ACA GCG CCT CAG), TGF-β S(CCG CAA CAA CGC CAT CTA TG) e TGF-β (CCC 
GAA TGT CTG ACG TAT TGA AG)) e master mix específico (APPLIED 
BIOSYSTEMS). As análises foram feitas usando Real-time PCR system 7500 fast 
(APPLIED BIOSYSTEMS). Os ciclos e as temperaturas foram determinadas pelo 
fabricante. Os primers do Taqman são inventariados, por isso, segue o código da 
applied: 00436767, 00439618, 00461162, 01168134, 04336046, 00450960, 
00439614, 01227699 e 00475162, respectivamente.  
 
 
SEPARAÇÃO DE CÉLULAS DENDRÍTICAS PLASMOCITÓIDES  
Células dos linfonodos foram coletadas de camundongos tratados ou não com 
IFN-β e as pDCs foram separadas com o kit de isolamento de células dendríticas 
plasmocitóides por seleção negativa, utilizando-se beads magnéticos (StemCell-Easy 
Sep, USA). As células totais foram ressuspendidas em meio recomendado (PBS+2% 
SFB com 1mM EDTA) e incubadas com cocktail de isolamento, de seleção e de 
partículas magnéticas que se ligam as células não pDCs. Após o tempo identificado 
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no protocolo, as células passam por um magneto que fixará temporariamente as 
células ligadas as partículas magnéticas na parede do tubo, sendo liberada as pDCs.  
  
SEPARAÇÃO DE CÉLULAS CD4+ NAIVE 
Células dos linfonodos axiais foram coletadas de camundongos não 
imunizados. As células T CD4+ naive foram separadas com o kit de isolamento de 
CD4+ naive por seleção negativa (StemCell-Easy Sep, USA). As células totais foram 
ressuspendidas em meio recomendado (PBS+2% SFB) e incubadas com cocktail de 
isolamento, de depleção e de partículas magnéticas que se ligam as células CD4 
negativas. Após o tempo identificado no protocolo, as células passam por um 
magneto que fixará temporariamente as células ligadas as partículas magnéticas na 
parede do tubo, sendo liberado as células T CD4+ naives.  
 
CO-CULTURA DE CÉLULAS DENDRÍTICAS PLASMOCITOIDES COM 
CÉLULAS T CD4+ NAIVE 
As células dendríticas plasmocitóides de ambos os grupos, já separadas, 
foram deixadas em cultura por 24h em placa de 96 wells em meio RPMI1640, 
enriquecido com Soro Fetal Bovino (CULTLAB–SP –BRASIL) a 5% e gentamicina 
(4,25mg/L). Foi adicionado 3μg/mL de CpG-ODN (InvivoGen, San Diego, CA, EUA), 
sequência: TCG TCG TTT TCG GCG CGC GCCG.  
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Após as 24h, acrescentou-se células T CD4+ naive, retiradas de animal não 
imunizado, nos wells contendo as células dendríticas plasmocitóides, a uma 
proporção de 5:1.   
 
ANÁLISE ESTATÍSTICA  
A significância estatística foi determinada usando testes não paramétricos, 
pois os dados não atendiam as exigências para o uso de testes paramétricos (dados 
contínuos, distribuição normal, variância, tamanho da amostra e etc.) e Teste U 
(Mann-Whitney). O valor de p menor que 0.05 foi considerado significativo. Todas 
as análises foram realizadas no programa Bioestat 5.0. 





Efeito do tratamento com IFN-βna evolução clínica da EAE 
A EAE foi induzida ativamente em camundongos C57BL-6, a partir da 
imunização com peptídeo MOG35-55 em emulsão com CFA. Esses camundongos 
desenvolvem a doença na forma surto/remissão, sendo que o primeiro surto 
é mais grave e é seguido de períodos de remissão muito discretos. 
Normalmente animais não se recuperam totalmente. O IFN β foi administrado 
em 3 doses, 1 dose a cada 3 dias. A figura 1 e a tabela I mostram que o tratamento 
induziu uma significativa redução na gravidade da doença. 
 
 
Figura 1: Evolução clínica da EAE em camundongos C57BL-6 tratados e não tratados com o IFNβ. Os 
camundongos receberam por via intraperitoneal três doses de IFN β (círculo branco). O grupo 











































controle (círculo preto) recebeu o mesmo volume de solução salina estéril pelo mesmo período. 
*p>0,05 (teste Mann-Whitney). Os dados foram obtidos de média de 3 experimentos independentes. 
Cada experimento com 5 animais por grupo. 
 
Tabela 1. Efeito do tratamento com IFNβ na EAE (parâmetros 
clínicos) 
Grupo Incidência (%) Início da EAE (média) 
Score máximo 
(média) 
Controle 100% 13 ± 3 2 ± 0,23 
Tratado 88% 13 ± 3 0,6 ± 0,57 
 
Camundongos C56BL/6 foram imunizados com peptídeo MOG 35-55no dia 0 e tratados com IFNβ 
10.000 UI/dose em três dias consecutivos depois da imunização. Score clinico foi determinado coo 
escrito no Materiais e Métodos. 
Valores são expresso em média SEM, n=15 camundongos/grupo. 
 
Efeito da administração in vivo de IFN-β na expressão de citocinas e fatores de 
transcrição de camundongos com EAE 
A patogênese da EAE está associada às citocinas produzidas por células Th1 e 
Th17 e outras moléculas como osteopontina. A expressão de citocinas e fatores de 
transcrição de Th1 e Th17 em células de linfonodos de animais imunizados e tratados 
com IFN-β foi analisada.  Os linfonodos foram retirados 10 a 13 dias após a 
imunização no grupo de animais tratados e não tratados. Esse período foi escolhido 




pois as células autoreativas que estão nos linfonodos regionais começam a migrar 
para o SNC. Os resultados da figura 2 mostram uma diminuição significativa em 
citocinas pró-inflamatórias (IFN-γ, IL-17 e Osteopontina) e fatores de transcrição 
(T-bet, (RoR)γt e STAT1) relacionados com a progressão da doença no grupo tratado. 
O tratamento aumentou a expressão de citocinas anti-inflamatórias (IL-10, TGF-β e 
IL-27), porém somente atingindo valores estatisticamente significativos para a 
citocina IL-27, a qual é importante na regulação negativa de Th17. 





Figura 2: Expressão de citocinas e fatores de transcrição de células de linfonodos de camundongos 
com EAE tratados e não tratados com IFN-β.  
A expressão de citocinas pró e anti-inflamatórias (IFN-γ, IL-17, Osteopontina, IL-10, TGF-β e IL-27) 
e fatores de transcrição (T-bet, (RoR)γt e STAT1) foi detectada em linfonodos retirados de 












Os dados foram obtidos de média de 3 experimentos independentes. Cada experimento com 5 animais 
por grupo. 
 
Efeito do tratamento com IFN-β na ativação de células T reguladoras de animais 
com EAE 
Células T reguladoras estão associadas com o controle da resposta 
inflamatória e secreção de citocinas anti-inflamatórias são capazes de suprimir a 
progressão da EAE. Devido a isso, verificamos o efeito do IFN-β sobre linfócitos T 
reguladores. 
 Os resultados da figura 3 mostram significativo aumento na porcentagem de 
linfócitos T CD4+Foxp3+ nos camundongos tratados com IFN-β. Esse resultado 
demonstra que o tratamento atua direta ou indiretamente sobre os linfócitos T 
reguladores.  

































Figura 3; Quantificação de linfócitos T CD4+FoxP3+ de linfonodos de camundongos C57Bl-6 com EAE 
tratados e não tratados com o IFN-β. 
A determinação das células reguladoras dos linfonodos dos camundongos tratados e não tratados com 
IFN-β foi feita por citometria de fluxo (A - gráfico do tipo dot plot, B - média de 3 experimentos 
independentes. Cada experimento com 5 animais por grupo). *P>0,05 (Mann-Whitney test). 
 
Efeito do Interferon β sobre as células dendríticas plasmocitóides 
As células dendríticas plasmocitóides liberam grandes quantidades de 
interferon do tipo I quando ativadas, podendo assim agir na regulação da 
agressividade da EAE. Com isso, quantificamos o número de pDCs nos animais 
imunizados e tratados e o efeito do tratamento sobre as citocinas produzidas por esta 
célula. Não observamos alteração significativa no número de células dendríticas 
plasmocitóides (mpDC) (figura 3A e B).  
Notamos aumento na expressão de citocinas anti-inflamatórias (TGF-β, IL-
10), porém não significativo (figura 4). Além disso, a expressão de IFN-α, um 
interferon do tipo I, não foi diferente entre os animais tratados e não tratados. A 
inibição de IFN-α pelas pDCs após o tratamento com o IFN-β foi previamente 
demonstrado em humanos (118) sugerindo um mecanismo de feedback negativo. 
 






Figura 4: Quantificação de células dendríticas plasmocitóides (mpDC) e expressão de citocinas de 
linfonodos de camundongos C57Bl-6 com EAE tratados e não tratados com IFN-β. 
A quantificação das pDCs dos linfondos foi feita por citometria de fluxo (A - gráfico do tipo dot plot, 





























































































































Efeito do tratamento in vivo com IFN-β na expressão de moléculas 
imunomoduladoras 
A molécula de HLA-G possui função tolerogênica através da inibição de 
citólise e proliferação de linfócitos CD4+ alogênicos (113, 114) e modulação de 
secreção de citocinas de padrão Th2 (115), o que diminuiria a agressividade da 
EAE. Devido à importância desta molécula na inibição da doença, verificamos 
a expressão nas células de linfonodos de animais imunizados que receberam 
tratamento ou não. Verificamos que há um aumento na expressão de Qa-2 nas 
pDCs dos animais tratados com IFN-β (figura 5).  
 
 
Figura 5: Quantificação da expressão da molécula Qa-2 (equivalente à HLA-G) nas células células 
dendríticas plasmocitóides e linfócitos de linfonodos de camundongos C57Bl-6 tratados e não 
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As moléculas Qa-2 foram identificadas nas pDCs dos linfonodos dos camundongos retirados no 10º 
dia após a imunização (gráfico por histograma). Os dados foram obtidos de média de 3 experimentos 
independentes. Cada experimento com 5 animais por grupo. 
 
Efeito do tratamento com o IFN-β sobre linfócitos T naive em camundongos com 
EAE 
Como as células dendríticas mieloides, as pDCs podem induzir um perfil 
tolerogênico nos linfócitos fazendo com que estes expressem um padrão de citocinas 
anti-inflamatório. Portanto, realizamos co-cultura com pDCs previamente ativadas 
com ODN-CPG com linfócitos CD4+ naive. As pDCs foram retirados de linfonodos 
de animais imunizados e que receberam o tratamento com IFN-β ou não. 
Observamos que houve aumento significativo na expressão de citocinas anti-
inflamatórias (IL-10 e TGF-β) pelos linfócitos co-cultivados com as pDCs derivadas 
dos animais tratados. A indução de linfócitos CD4 reguladores é importante na 
regulação da resposta imune, pois demonstrou diminuir a gravidade da EAE, o que 
poderia explicar, pelo menos em parte, o efeito benéfico do tratamento com IFN-β. 





Figura 6: Expressão de citocinas anti-inflamatórias em co-cultura de pDC retiradas de linfonodos de 
camundongos C57-Bl-6 tratados e não tratados com IFN-β com linfócitos T naives. 
As pDCs foram separadas de linfonodos retirados no 10º dia após a imunização e colocadas em cultura 
por 24h com CpG-ODN. Os linfócitos T CD4+ naive foram retirados de linfonodos de camundongos 
não imunizados e colocados em co-cultura com as pDCs por 72h. *P>0,05 (Mann-Whitney test). Os 











A encefalomielite experimental autoimune (EAE) é um modelo da Esclerose 
Múltipla (EM), uma doença autoimune inflamatória do SNC que acomete 
aproximadamente 2 milhões de jovens no mundo todo (119). A EAE é utilizada para 
investigar os mecanismos e processos envolvidos na EM, além de estudar o efeito de 
novos tratamentos. 
O curso da EAE é caracterizado pela sensibilização e ativação de células T 
encefalitogênicas nos órgãos secundários do sistema imune e migração destas 
células para o SNC. No SNC, as células liberarão mediadores inflamatórios que 
agredirão a bainha de mielina. Os sinais clínicos da EAE se desenvolvem devido à 
perda de mielina e de axônios no SNC (120). Nos modelos de surto-remissão da EAE, 
os surtos aparecem clinicamente como períodos com aumento do comprometimento 
motor dos animais. Estes surtos são seguidos por períodos de recuperação nos quais 
células e moléculas tolerogênicas estão envolvidas com a supressão da resposta 
inflamatória (27). 
Na tentativa de diminuir a inflamação e assim a taxa de surtos na EM, são 
utilizados imunomoduladores e imunossupressores. O IFN-β é considerado um 
fármaco de primeira linha, embora outros fármacos estão sendo introduzidos no 
mercado para o tratamento da EM. No entanto, nem todos os mecanismos de ação 
do IFN-β foram elucidados. Com isso, neste estudo, demonstramos que o tratamento 




com IFN-β na EAE diminui de forma significativa a gravidade da doença. A 
diminuição ocorre no primeiro surto, não sendo visível no decorrer na doença devido 
a forma clínica padrão do modelo animal. Esse resultado corrobora os dados obtidos 
previamente em nosso laboratório (121) onde mostramos que a administração in 
vivo do IFN-β modifica a produção das citocinas pró e anti-inflamatórias.   
A patogênese da EAE está associada à presença das células Th1 produtoras de 
IFN-γ. Essas células para sua diferenciação requerem a produção da IL-12 e os 
fatores de transcrição T-bet, STAT 1 e STAT 4 (122). No entanto, foi demonstrado no 
modelo da EAE, que a doença é exacerbada na ausência do IFN-γ, receptor do IFN-
γ, STAT1 e IL12 p35 (123, 124). Esse paradoxo foi solucionado pela caracterização de 
um terceiro tipo de linfócitos T helper, o Th17 que secreta a IL-17, que se expande 
em resposta a IL-23 independe de T-bet e STAT1 (125). Os camundongos com 
deficiência de IL-17 são resistentes a EAE (126) e ainda, a transferência adotiva de 
Th17 resulta em uma doença mais grave (127). A diferenciação das células Th17 
depende do fator de transcrição (RoR)γt (22). Camundongos geneticamente 
deficientes do fator (RoR)γt não desenvolvem a EAE (22). Dessa forma, ficou 
demonstrado que as células Th17 são células inflamatórias mais potentes que os 
linfócitos Th1.  As células Th17 mesmo em concentração baixa de 1x105 são 
suficientes para transferir a EAE para os animais normais (127). Nossos resultados 
mostram claramente que o tratamento com IFN-β reduz significativamente a 




expressão de IL-17, assim como a expressão do fator de transcrição (RoR)γt, 
enfatizando o efeito benéfico do tratamento sobre essa população celular. 
Além das citocinas produzidas pelos linfócitos Th1 e Th17 outras moléculas 
como a osteopontina exercem função inflamatória e contribuem para a gravidade da 
EAE. A osteopontina é uma glicoproteína membro da família das glicoproteínas 
ligantes às integrinas. Essa molécula também age ativamente no processo 
inflamatório, sendo secretada por macrófagos ativados e linfócitos T ativados (128), 
também exerce atividade quimiotática para os macrófagos e células dendríticas. 
Na EAE e também na EM, o aumento da osteopontina está associado com 
maior atividade da doença. Os níveis aumentados da osteopontina foram 
encontrados tanto no soro como no líquido cefalorraquiano de pacientes com EM 
em comparação com os indivíduos normais (129). Na EAE, animais geneticamente 
deficientes para a osteopontina apresentam a doença de forma menos grave (130). 
Nossos resultados mostram que o efeito benéfico da administração do IFN-β pode 
ser explicado, pela redução da expressão de osteopontina.  
Foi muito interessante observar que o tratamento com o IFN-β aumentou a 
expressão da IL-27 em níveis estatisticamente significativos.  A IL-27 é uma citocina 
heterodimérica codificada pelo gene EBi3 induzido pelo vírus Epstein-Barr e IL-
27p28 que induz a sinalização intracelular. Vários estudos demonstraram que a IL-
27 tem efeito inibidor sobre as células Th1, Th2 e Th17.  Esse efeito foi demonstrado 




na inibição da produção de IL-2, inibição direta sobre as Th2 e Th17. Ainda a IL-27 
estimula os linfócitos T a produzirem IL-10 (131). Essas propriedades podem 
explicar o efeito benéfico do aumento da IL-27 após o tratamento com o IFN-β. 
Corroborando com esses resultados, trabalhos prévios mostraram que a 
administração de IL-27 reduziu a gravidade da EAE e que a deficiência dos 
receptores de IL-27 resultava numa doença mais grave (132). A exemplo do que 
observamos, os autores mostraram que o tratamento com IFN-β aumentava os níveis 
de IL-27 (133 - 135).  
Em situação fisiológica o processo inflamatório na EAE e na EM pode ser 
controlado pela ativação de linfócitos T reguladores. A ativação de linfócitos T 
reguladores é um dos mecanismos para a obtenção da tolerância imunológica, que 
controla a inflamação nas doenças autoimunes. Além da geração de linfócitos T 
reguladores, a anergia clonal (13) e a deleção clonal (136) são os mecanismos 
propostos para explicar a indução de tolerância imunológica.  
O conceito de linfócitos T reguladores foi descrito pela primeira vez no início 
da década de 70.  Contudo, sempre houve dificuldade em caracterizar essa população 
celular. Células com a função de regular a resposta imune foram encontradas nas 
populações de linfócitos T CD8+ (137) e linfócitos B (138). Contudo, a população de 
linfócitos T reguladores dentro da população de linfócitos T CD4+ é a mais estudada. 
Dentro dessa população celular pelo menos três subtipos foram descritos.  Os 




linfócitos T CD4+ que expressam constitutivamente a molécula CD25 são gerados no 
timo (35).  Os linfócitos T CD4+CD25+ têm a capacidade de suprimir a resposta 
imune através do contato célula/célula.  Outro subtipo de linfócitos T CD4+ 
reguladores é a célula Tr1. Essa subpopulação quando ativada produz níveis 
significativamente altos de IL-10 (44). Essas células podem inibir a função dos 
linfócitos T ou diminuir a expressão de moléculas co-estimuladoras presentes na 
membrana das células apresentadoras do antígeno (139). Os estudos envolvendo a 
indução de tolerância oral à proteína básica de mielina no modelo da EAE 
mostraram a presença de linfócitos T helper 3 na mucosa intestinal com capacidade 
de produzir níveis aumentados de TGF-β e dessa forma reduzir os danos da resposta 
inflamatória (140).   
Nesse estudo, mostramos o aumento significativo dos linfócitos T reguladores 
CD4+CD25+Foxp3+ nos linfonodos de camundongos com EAE tratados com IFN-β 
em comparação com o grupo de animais doentes não tratados. O aumento do 
número dos linfócitos T CD4 reguladores é concomitante ao aumento da expressão 
de IL-10 e TGF-β, embora esses níveis não sejam estatisticamente significativos. 
Enfatizamos que apenas a expressão das citocinas foram determinadas, é possível 
que os níveis protéicos das citocinas estejam em níveis adequados para a inibição da 
resposta inflamatória na EAE. 




As citocinas anti-inflamatórias na fase de remissão da EAE podem ser 
liberadas por células T reguladoras, naturais ou induzidas. As células reguladoras 
estão diretamente envolvidas no controle das células encefalitogênicas e 
consequentemente na recuperação da EAE (141). Estudos demonstraram que as 
Tregs conferem significante proteção no desenvolvimento da EAE (142). As Tregs 
são mantidas na presença de TGF-β e suprimem Th1 e Th17 através da expressão de 
IL-10 e TGF-β. IL-10 é um importante citocina anti-inflamatória e estudos 
demonstraram que a administração exógena de IL-10 induz significativa redução da 
gravidade da doença (59). Apesar do TGF-β ter papel controverso, pois em conjunto 
com IL-6 induz produção de IL-17 em Th17 (19), estudos mostraram que pode agir 
na inibição da diferenciação de células T autoreativas (143) e na indução de células 
T reguladoras a produzirem IL-10 (144).  
A literatura é carente de estudos sobre o efeito do tratamento com o IFN-β 
nas células dendríticas plasmocitóides. Essas células são consideradas do sistema 
imune inato e são capazes de apresentar antígenos, porém devido a sua baixa 
expressão de MHC e moléculas co-estimulatórias, podem ter função reguladora 
sobre os linfócitos T. As pDCs são capazes de expressar uma grande quantidade de 
IFN do tipo I e reduzir a resposta proliferativa dos linfócitos T auto-reativos e 
expressão de moléculas co-estimuladoras (87). 




As pDCs também são capazes de atuar de forma indireta na imunossupressão, 
através da indução de células T reguladoras pela expressão da enzima indoleamina 
2,3 oxigenase (IDO). O efeito tolerogênico das pDCs pode ser explicado pela ligação 
de CTLA-4 com B7 dos linfócitos e/ou aumento de IDO (145). Esses mecanismos 
levam à ativação de células T reguladoras (145).  As pDCs demonstraram ter uma 
falha na maturação e relevante alteração na função reguladora em pacientes de EM 
quando comparados com indivíduos saudáveis (146).  
No sentido de esclarecer a relação entre a administração do IFN-β e as células 
dedríticas plasmocitóides, essas células foram quantificadas nos animais tratados e 
não tratados com EAE.  Não se observou modificações significativas no número das 
pDCs depois do tratamento com o IFN-β. O IFN-β também não atuou diretamente 
na expressão de citocinas liberadas pelas pDCs. 
O tratamento com IFN-β tem sido benéfico na frequência e gravidade de 
exacerbações clínica em pacientes com EM (147) e também demonstrou atuar como 
um agente imunomodulador que altera a expressão de MHC e moléculas co-
estimulatórias nas APCs (148), com isso, verificamos a expressão da molécula 
reguladora também envolvida na imunossupressão da EAE, a HLA-G. Esta molécula 
de MHC de classe I é capaz de inibir citólise mediada por célula T bem como a 
proliferação de linfócitos CD4+ alogênicos (140, 114) e modular a secreção de 
citocinas para um perfil Th2 (115).  




Estudos demonstraram que a expressão de HLA-G por monócitos na 
esclerose múltipla pode ser aumentada por interferon beta (117). O tratamento com 
IFN-β demonstrou não alterar a frequência de pDCs circulantes, mas altera a 
expressão de moléculas co-estimuladoras (149). Nosso trabalho corrobora com esses 
estudos uma vez o tratamento com IFN-β aumentou a expressão de molécula HLA-
Ghigh nas pDCs dos animais tratados. A expressão de HLA-G também aumentou nas 
células totais, possivelmente pela expressão nas células mielóides, que são mais 
abundantes. 
Como demonstramos em estudos anteriores que a transferência adotiva de 
pDCs de animais tratados com CpG-ODN reduz a agressividade da EAE (150) agindo 
de forma tolerogênica, decidimos confirmar se as pDCs dos animais que receberam 
IFN-β exógeno continuam estimulando a função supressora dos linfócitos T CD4+. 
Com isso as pDCs foram co-cultivadas com linfócitos T CD4+ naive, e a expressão 
das citocinas anti-inflamatórias foi detectada. Os resultados mostraram que o 
tratamento com o IFN-β aumenta a expressão de IL-10 e TGF-β nos linfócitos T 
CD4+ co-cultivados com pDCs de animais tratados com IFN-β, sugerindo que as 
pDCs podem induzir função tolerogênica em linfócitos naive. Não observamos a 
expressão de Foxp3 na co-cultura, indicando que as células geradas possivelmente 
seriam Tr1, por isso o aumento em IL-10. 




Células apresentadoras de antígeno com alta expressão de HLA-G possuem 
baixa estimulação e são capazes de promover anergia ou supressão de células T 
CD4+ (151). A ligação de HLA-G com receptores inibitórios ILTs presentes na DCs, 
preveniria a super expressão de moléculas co-estimulatórias, inibição da maturação 
de DCs (152) e anergia e supressão de células T CD4+ (153). Levings e colaboradores 
(153) caracterizaram um subtipo de DC tolerogênica que secreta grandes quantidade 
de IL-10 e são indutoras de células Tr1 através de HLA-G. A molécula de HLA-G 
também demonstrou induzir DC tolerogênica (154). Como as pDCs são um subtipo 
de célula dendrítica, a HLA-G pode estar envolvida no efeito tolerogênico, porém a 
participação direta dessa molécula merece mais estudos. 
 
 




Os resultados apresentados permitem concluir que o tratamento com IFN-β 
reduz a gravidade da EAE. Esta redução está associada com diminuição da resposta 
de Th17 e aumento de expressão de IL-27.  
Os resultados mostram que o tratamento com o IFN-β pode estimular a 
função tolerogênica das pDCs e sendo mais um mecanismo imunológico para 
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Although it is known that infections can increase risk of exacerba-
tion of relapsing-remitting multiple sclerosis (MS), some microbial
products trigger a regulatory function and provide a link between
microbial recognition and suppression of autoimmune diseases
[1]. The family of Toll-like receptors (TLRs) has been shown to
play the crucial role in developing and directing the response of
DCs to microbial invasion [2]. TLR-9 is of particular interest,
because it is expressed constitutively on pDCs and B lymphocytes,
and its ligands, the unmethylated cytosine–phosphate–guanosine
oligodeoxynucleotides (ODN-CpG), act as very effective activators
of these cells [3]. pDCs and B cells may present important func-
tions in the pathogenic and regulatory mechanisms in MS [4,5].
Recent studies have demonstrated that ODN-CpGmay also reduce
the severity of some autoimmune diseases [6]. The beneficial
effect of the ODN-CpG may be due to the activation of the tolero-
genic properties of the pDC and B lymphocytes. In the present
study, we aimed to investigate the role of pDCs and B lympho-
cytes in the beneficial effect of ODN-CpG treatment in MS experi-
mental model, experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE). As far we know this is the first work with in vivo adminis-
tration of ODN-CpG in EAE.
Experimental autoimmune encephalomyelitis was actively
induced in the C57Bl/6 mice by immunization with MOG35-55
peptide (Appendix S1). To test whether administration of the CpG
oligonucleotide can modulate the evolution of EAE, we treated
mice with five consecutive subcutaneous doses (5 to 0 days)
before immunization with the MOG peptide. The CpG-treated
(5 lg/dose) mice had significantly less severe EAE than the
control group (Figure 1A). The reduction of the disease was
accompanied by significant reduction of specific proliferative
response of encephalitogenic T lymphocytes in the lymph node
(Figure 1B) and a decrease of encephalitogenic cells infiltrated in
the CNS (data not shown). Very interestingly, in vitro depletion of
pDCs abrogates the inhibition of the specific proliferative
response, suggesting the tolerogenic effect of these cells
(Figure 1B). Our results are in agreement with previous study
that clearly demonstrated that TLR9 / C57Bl/6 mice exhibited
more severe EAE symptoms than wild-type mice, suggesting the
regulatory effect of the stimulation of TLR9 [7]. As both pDCs and
B lymphocytes present the TLR9, we investigate the activation of
tolerogenic functions in these two cells population. Flow cytome-
try analysis demonstrated that the percentage of both pDCs and B
lymphocytes did not alter with the treatment in the spleen or
lymph nodes (Figure 1C and D). However, qPCR demonstrated
that the expression of IDO was significantly increased in pDCs
sorted from lymph nodes of ODN-CpG-treated animals, while the
B lymphocytes express more IL-10 in the same group (Figure 1E).
Interestingly, the adoptive transfer of both pDCs (Figure 2B) and
B lymphocytes (Figure 2C) significantly reduces the severity of
EAE confirming that suppressive functions were activated in the
two cells populations. The enhancement of IL-10 and IDO expres-
sion, in B lymphocytes and pDCs, respectively, may trigger the
ª 2014 John Wiley & Sons Ltd CNS Neuroscience & Therapeutics (2014) 1–4 1
conversion/expansion of regulatory T cells [8]. Indeed, our results
show a slightly increase of CD4+Foxp3+ T cells in the spleen and a
significant increase of these cells in the lymph nodes of
ODN-CpG-treated animals (Figure 1F and G). The increase of
Foxp3 was confirmed by the expression of the Foxp3 mRNA




Figure 1 Clinical evolution of EAE in C57BL/6 mice, which were subcutaneously treated with ODN-CpG at 5 lg/dose during 5 consecutive (5 to 0) days
(black circle). The control group (white circle) received the same dose of ODN alone during the same period (A). Specific proliferative response of T
lymphocytes from lymph nodes of ODN-CpG treated with or without pDCs and treated with ODN alone (control), and stimulated with 1 (white bars) or
10 lg/mL (black bars) of MOG35–55 peptide (B). Flow cytometry analysis of pDCs (B220
+mPDCA-1+) and B lymphocytes (B220+mPDCA-1) in spleen and
lymph node from CpG-treated (black bars) and CpG-untreated (white bars) mice (C, representative plot; D, mean of 5 independent experiments). qPCR of
IDO and IL-10 of sorted pDCs and B cells (RQ = relative quantification) (E). Flow cytometry analysis of CD4+CD25+Foxp3+ (CD25, plot not presented; up to
95% of CD4+Foxp3+ cells) cells in spleen and lymph node from CpG-treated (black bars) and CpG-untreated (white bars) mice (F, representative plot; G,
mean of five independent experiments). qPCR of Foxp3, IL-10, and TGFb of lymph nodes from CpG-treated (black bars) and CpG-untreated (white bars)
mice (H).
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the expression and release of IL-10 and TGFb. These cytokines can
modulate the autoaggressive response during EAE evolution and
other autoimmune pathologies [8,9]. The Figure 1H demon-
strated that the treatment with ODN-CpG significantly increases
the expression of IL-10 and TGFb, which may explain the reduc-
tion of the disease with the transfer of these cells.
To confirm the activation of regulatory T cells by the treatment
with ODN-CpG, T lymphocytes from treated mice and control
group treated, only with ODN, were transferred (9d.a.i.) to mice
immunized with MOG35–55 before the onset of the disease. The
Figure 2A showed that the mice that received T lymphocytes from
the CpG-treated ones developed a less severe EAE than those that
received T lymphocytes from mice untreated with CpG.
In the EAE model, after successful T cell priming, autoaggres-
sive lymphocytes subsequently migrate into the CNS causing
tissue damage [10]. The normal immune responses depend on
appropriate levels of immunosuppression. In pathological situa-
tion such as in autoimmune disease, the immunosuppression is
essential to return the inflammatory response to normal levels.
Here, we demonstrated that pDCS and B lymphocytes acquire a
tolerogenic profile upon the administration of an agonist of TLR
9, ODN-CpG, which significantly reduces the severity of EAE.
The enhancement of immunomodulatory molecules, such as
IDO, IL-10, and TGFb, contributes to build a tolerogenic environ-
ment in the peripheral immune organs. This tolerogenic environ-
ment favors the conversion/expansion of regulatory T cells.
Foxp3+ regulatory T cells also release IL-10 and TGFb, which will
contribute to maintain the tolerogenic environment.
Taken together, we demonstrated that the activation of a tolero-
genic profile of pDCs and B lymphocytes via TLR9 by ODN-CpG
resulted in increase of immunosuppressive mechanisms, which
lead to a significant reduction of EAE.
(A)
(B) (C)
Figure 2 Adoptive transfer of T lymphocytes (CD3+) from CpG-treated (white circles) and CpG-untreated (black circles) mice, 9 days after the
immunization (A). Adoptive transfer of pDCs (B220+mPDCA-1+) from CpG-treated (white circles) and CpG-untreated (black circles) mice, 5 days after the
immunization (B). Adoptive transfer of B lymphocytes (B220+mPDCA-1) from CpG-treated (white circles) and CpG-untreated (black circles) mice, 9 days
after the immunization (C).
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